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(57) Abstract 

The invention concerns solid supports 
(5) for analytical measuring processes, said 
supports being substantially composed of 
an inert solid carrier material on which 
hydrbphilic measurement regions (2) are 
separated from one another by a hydrophobic 
coating (1), at least ten measuring points 
per cm 2 being applied to the support. The 
invention further concerns a process for 
preparing these supports, and their use in the 
fields of diagnosis, active substance screening, 
combinatorial chemistry, plant protection, 
toxicology and environmental protection. 

(57) Zusammenfassung 

Die Ertlndung betrifft feste Triiger 
(5) fur analytische Messverfahren, die im 
wesentlichen aufgebaut sind aus einem inerten 
festen Tragermaterial. auf dem hydrophile 
Messbereiche (2) durch cine hydrophobe 

Pnanzenschutz. in der Toxikologie oder im Umweltschutzbereich. 
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Feste Trager fur analytische MeBverf ahren, ein verfahren zu ihrer 
Herstellung sowie ihre Verwendung 

5 Beschreibung 

Die Erfindung betrifft feste Trager fur analytische MeBverf ahren, 
die im wesentlichen aufgebaut sind aus einem inerten festen 
Tragermaterial, auf dem hydrophile MeBbereiche, die gegebenen- 

10 falls mit einer Oberf lachenladung versehen sind, durch mindestens 
eine hydrophobe Beschichtung voneinander getrennt sind, wobei auf 
dem Trager grofier oder gleich 10 MeBpunkte pro cm 2 aufgebracht 
sind. Weiterhin betrifft die Erfindung ein Verfahren zur Herstel- 
lung der Trager, sowie die Verwendung der Trager in der Diagno- 

15 stilt, in der Wirkstof f suchf orschung, in der kombinatorischen 
Chemie, im Pf lanzenschutz , in der Toxikologie oder im Umwelt- 
schutzbereich. 

Eine Hauptaufgabe der Wirkstof f suchf orschung im Pf lanzenschutz 
20 Oder in der Medizin ist die Identif izierung neuer Leitstrukturen 
und die Entwicklung von Wirkstoffen, die aus diesen Strukturen 
hervorgehen. 

In der klassischen Wirkstof f suchf orschung wurde die biologische 
25 Wirkung neuer Verbindungen in einem Zuf alls -Screening am ganzen 
Organismus beispielsweise der Pf lanze oder dem Mikroorganismus 
getestet. Dabei wurden komplexe In-vitro- und In- vivo-Testmetho- 
den eingesetzt, mit denen pro Jahr nur einige hundert Substanzen 
getestet werden konnten. 



30 



Die biologische Testung war dabei gegenuber der Synthesechemie 
der limitierende Faktor. 



Durch die Bereitstellung molekularer Testsysteme, die in der 
35 Molekular- und Zellbiologie entwickelt wurden, hat sich die 

Situation drastisch verandert. Diese molekularen Testsysteme wie 
beispielsweise Rezeptorbindungsassays , Enzymassays oder Zell- 
Zellinteraktionsassays lassen sich in der Regel gut in Mikro- 
titerplatten in Reaktionsvolumen zwischen 50 bis 250 |il durch- 
40 fuhren und einfach automatisieren. Die Automatisierung und Minia 
turisierung dieser Testsysteme ermoglicht einen hohen Proben- 
durchsatz. Durch diese Entwicklung lassen sich groBe Zahlen 
verschi^dener Chemikalien auf eine mogliche Verwendung als 
Leitstruktur in der Wirkstof f suchf orschung testen. 

45 
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Ein modernes automatisiertes Testsystem ermoglicht in einem 
Massenscreening die Prufung von 100.000 und mehr Chemikalien pro 
Jahr auf ihre biologische Wirkung. Mikroti terplattenassays werden 
sehr haufig verwendet, da sie in der Regel geringe Kosten verur- 
5 sachen, sehr sicher und wenig storanfallig sind. 

Um die Leistungsf ahigkeit dieser Testsysteme voll ausschopfen zu 
konnen, wurden und werden immer neue Festphasensynthesen in der 
kombinator ischen Chemie entwickelt. 

"-"tir — - - - 

Die kombinator ische Chemie ermoglicht die Synthese einer breiten 
Vielfalt unterschiedlicher chemischer Verbindungen, sogenannter 
Substanzbibliotheken. Dies gilt insbesondere, wenn sich die 
kombinatorische Chemie der automatisierten Festphasensynthese 

15 bedient (s. z.B. Ubersichtsartikel I. Med. Chem. 1994, 37, 1233 
und 1994, 37, 1385) . Die Synthese an der Festphase hat den 
Vorteil, daB eine grofie Vielzahl an Verbindungen synthetisiert 
werden konnen und daB Nebenprodukte und iiberschussige Reaktanten 
leicht entfernt werden konnen, so daB eine aufwendige Reinigung 

20 der Produkte nicht notwendig ist. 

Durch die Vielzahl der synthetisierten Verbindungen in der kombi- 
natorischen Chemie kann die Leistungsf ahigkeit moderner automati- 
sierter Testsysteme von Seite der Chemikalienvielf alt voll ausge- 

25 nutzt werden. Da aber im Gegensatz zur klassischen Wirkstoff syn- 
these die zu untersuchenden Chemikalien bei der Synthese mittels 
kombinatorischer Chemie nicht in beliebiger Menge zur Verfugung 
stehen, kann aufgrund der erf orderlichen Chemikalienmengen in den 
Testsystemen nur eine eingeschr^nkte Zahl von Testsystemen 

30 gepruft werden. 

Ein weiterer Nachteil der vorhandenen Testsysteme beispielsweise 
in der Wirkstof f suchf orschung, in der Diagnostik, im Umweltschutz 
Oder Pf lanzenschutz ist, daB fur viele Testsysteme die ben6tigten 
35 Reagentien wie beispielsweise Enzyme, Antikorper, Rezeptoren, 
Fluoreszenzf arbstof f e, radioaktiv oder sonstig markierte Ligan- 
den, Cytokine, Aktivatoren, Inhibitoren oder sonstige Reagentien 
teuer, schwer herstellbar sind und/oder nicht in ausreichender 
Menge fur die automatisierten Tests zur Verfugung stehen. 

40 

In DE-A 44 35 727 wird ein Ansatz zur Reduktion der fur einen 
Test ben&tigten Reagentien beschrieben. 

Nachteil dieses Verfahrens ist, daB der Trager fur die Messungen 
45 erst aufwendig in einem mehrstufigen Verfahren hergestellt werden 
muB. 
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Ein weiterer Nachteil ist, daB die Reaktionen, die mit diesem 
Tragermaterial durchgefuhrt werden konnen, auf f estphasengebun - 
dene Reaktionen wie die Reaktantenbindung zwischen Antikorpern, 
Antigenen, Haptenen Oder Nucleinsauren beschrankt sind. Reak- 
5 tionen in Losung konnen mit dieser Methode nicht durchgefuhrt 
werden . 

Es bestand daher die Aufgabe, ein neues analytisches MeBverfah- 
ren, das ohne die genannten Nachteile durchfuhrbar ist, zu ent- 
10 wickeln und fur die Wirkstof f suchf orschung, die Diagnostik, den 
Umweltschutz, den Pf lanzenschutz, der Toxikologie oder fur die 
kombinatorische Chemie zur Verfugung zu stellen. 

Die gestellte Aufgabe konnte dadurch gelost werden, daB man den 
15 eingangs beschriebenen festen Trager fur das MeBverfahren 
verwendet . 

Es wurde gefunden, daB die Oberf lachenspannung, die einer wei- 
teren Miniaturisierung der vorhandenen Mikrotiterplattentechnik 

20 zu immer kleineren Reaktionslochern (= wells) hin im Wege steht, 
da durch sie in sehr kleinen Mikrotiterplattenvertief ungen Kraf te 
wie die Adhasion der Reaktionsf lussigkeit an die Oberf lache der 
Mikrotiterplatten oder die Kapillarkraf te eine immer groBere 
Rolle spielen und so eine Befiillung der Reaktionslocher und damit 

25 eine Messung unmoglich machen, fur die erf indungsgemaBen Trager 
vorteilhaf t genutzt werden kann. 

Unter hydrophilen MeBbereichen des Tragers sind Gebiete des Tra- 
gers zu verstehen, auf denen bzw. in denen nach Aufbringung der 
30 Reaktionsflussigkeit und damit der Reaktanten die Messung durch- 
gefuhrt wird (siehe Nummer 2 in den Figuren 1. 3 und 4) . Sie ent- 
sprechen damit den "Wells" bzw. den Vertief ungen der Mikrotiter- 
platten und werden nachstehend als "MeBbereiche oder MeBpunkte" 
bezeichnet. 



35 



Die hydrophilen MeBbereiche des Tragers sind vorteilhaft von 
einem hydrophoben Bereich (siehe Nummer 1 in den Figuren 1 bis 4) 
umgeben. Dieser hydrophobe Bereich kann aus mindestens emer 
hydrophoben Beschichtung aufgebaut sein, die den Trager vollstan- 
dig oder nur teilweise mit Unterbrechungen bedeckt. Diese Unter - 
brechungen (siehe Nummer 5 in den Figuren 1 bis 4) sind vorteil- 
haf terweise hydrophil. 

Die Figuren 1 bis 4 dienen der beispielhaf ten verdeutlichung der 
45 erf indungsgemaBen Trager . 



40 
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Die MeBbereiche sowie die sie voneinander trennenden hydrophoben 
Bereiche (siehe Nummer 1 in. den Figuren 1 bis 4) konnen 
beispielsweise durch Mikrolithographie - , Photoatz-, Mikrodruck- 
Oder Mikrostempeltechnik aufgebracht werden Oder mit Hilfe einer 
5 Maskentechnik aufgespruht werden. Aus der Herstellungstechnik von 
Druckplatten sind photochemische Verfahren bekannt, mit denen 
Oberfiachen von Platten oder Walzen gezielt an bestimmten Stellen 
hydrophob und an anderen Stellen hydrophil gemacht werden konnen. 
Mit dieser Technik lassen sich beispielsweise auf einfache Weise 
^TXy aui eiriem Trfigef V 7B"T 3BE5r'Slne'r Glas - oder HeTafTpTatte, eln 
Raster von mehreren Tausend regelmaBig angeordne ten hydrophilen 
MeBbereichen (siehe Nummer 2 in den Figuren 1, 3 und 4), umgeben 
von hydrophoben Begrenzungen (siehe Nummer 1 in den Figuren 1 bis 
4) , herstellen. Dabei konnen zunachst ein oder mehrere hydrophobe 

15 Beschichtungen auf den Trager aufgezogen werden und anschlieflend 
die MeBbereiche an den gewiinschten Stellen aufgebracht werden 
Oder umgedreht zunfichst die hydrophilen MeBbereiche und dann die 
hydrophoben Bereiche oder beides gleichzeitig aufgezogen werden. 
Es konnen auch mehrfach hydrophile MeBbereiche an die gleiche 

20 Stelle aufgetragen werden. 

Figur 2 gibt beispielhaft einen erf indungsgemaBen Trager in GroBe 
einer Mikrotiterplatte wieder. 

25 Die MeBbereiche kdnnen eine beliebige Form haben, bevorzugt sind 
runde MeBbereiche. 

Die hydrophobe Beschichtung oder Beschichtungen konnen zusammen- 
hangend auf den Trager aufgebracht sein oder aber mit beliebig 
30 gestalteten Unterbrechungen versehen sein. Sie konnen auch als 
separate Bereiche urn die MeBbereiche liegen, bevorzugt sind 
hydrophobe Ringe, die die hydrophilen MeBbereiche voneinander 
trennen. 

35 Die hydrophobe Beschichtung bzw. Beschichtungen sollen das Ver- 
lauf en der MeBbereiche ineinander verhindern und so eine exakte 
Messung einzelner Reaktionsansatze ermoglichen. 

Prinzipiell ist es moglich, jede beliebige Anzahl von MeBpunkten 
40 auf einen Trager auf zubringen, bevorzugt sind grdBer oder gleich 
10 MeBpunkte pro cm 2 , besonders bevorzugt sind gr6Ber oder gleich 
15 MeBpunkte pro cm 2 , ganz besonders bevorzugt sind groBer oder 
gleich 20 MeBpunkte pro cm 2 . Dabei werden Reaktionsvolumina von 
wenigen nl bis zu einigen |xl aufgetragen, bevorzugt werden Volu- 
45 mina kleiner 5 ill, besonders bevorzugt kleiner oder gleich 1 
aufgetragen. 
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Die MeBpunkte konnen in beliebigen Rastern auf den Trager aufge- 
bracht werden, bevorzugt sind quadratische Oder rechteckige 
Raster. 

5 Der inerte feste Trager kann aus einer ebenen, planaren Platte 
eines eben solchen Blockes Oder einer Folie beliebiger Form und 
GroBe bestehen, die gegebenenf alls kleine Mulden (siehe Figur 4) 
an den Stellen der MeBbereiche haben kann, bevorzugt sind plane 
Trager (siehe Figur 3). Bevorzugt sind rechteckige oder guadrati - 

10 sche Trager, besonders bevorzugt sind rechteckige Trager in GroBe 
einer Standardmikrotiterplatte (127,5 mm x 85,5 mm) oder ganz- 
zahlige Vielfache der Mikrotiterpla tten, die groBer oder kleiner 
sein konnen wie beispielsweise die sogenannten Terasaki - Platten 
(81 mm x 56 mm, 60 MeBpunkte) . Die bevorzugte GroBe der 

15 erf indungsgemaBen Trager hat den Vorteil, daB die gesamte Peri- 
pherie der automatisierten Mikrotiterplattentechnik ohne Umbau 
verwendet werden kann. 

Der Trager kann beispielsweise aus Mater ialien bestehen wie Glas, 
20 Keramik, Quarz, Metall, Stein, Holz, Kunststoff, Gummi, Silicium. 
Germanium Oder Porzellan. Die Materialien konnen in reiner Form, 
als Mischungen, Legierungen oder Blends oder in verschiedenen 
Schichten oder nach Beschichtung beispielsweise mit einem Kunst- 
stoff Oder einem Lack zur Herstellung der erf indungsgemaBen Tra- 
25 ger verwendet werden. Bevorzugt werden transparente Trager aus 
Quarz, Glas, Kunststoff, Germanium Oder Silicium hergestellt, die 
fur alle visuellen Tests wie mikroskopische, kameraunterstutzte, 
laserunterstutzte Tests geeignet sind. 

30 Als transparente Kunststoff e sind alle amorphen Kunststoff- 
materialien, die einphasig oder mehrphasig mit gleichen 
Brechungsindex wie Polymere aus Acrylnitril-Butadienstyrol oder 
mehrphasig mit unterschiedlichem Brechungsindex, bei denen die 
Domanen der Kunststoff komponenten Bereiche bilden, die kleiner 

35 als die Wellenlange des Lichts sind wie beispielsweise die Block - 
copolymere aus Polystyrol und Butadien (sog. Polystyrol/Butadien- 
blends) geeignet. 

Als besonders geeignete transparente Kunststoffe seien hier 
40 Polystyrol, Styrolacrylnitril, Polypropylen, Polycarbonat, PVC.(- 

Polyvinylchlorid) , Polymethylmethacrylat, Polyester, Silicone. 

Polyethylenacrylat, Polylactid oder celluloseacetat , Cellulose - 

propionat, Cellulosebutyrat oder deren Mischungen genannt . 

Silicium- oder Germaniumtrager eignen sich besonders fur Anwen- 
45 dungen, bei denen eine Detektion oder Indukt.ion der Reaktion uber 

nahes Inf rarotlicht erforderlich ist. 
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Der erf indungsgemafie Trager kann auch in Form eines Transportban- 
des ausgefuhrt sein, das bei Automatisierung der Assays an den 
Beschickungs - , Inkubations- Oder Detekt ionsstationen vorbeilaufen 
kann . 

5 

Ein Verfahren zur Herstellung der erf indungsgemaBen Trager geht 
beispielsweise von Keramik-, Quarz- Oder Glasplatten aus. Der 
Trager wird dazu zweckm&Bigerweise zunachst mit einem Reinigungs- 
mittel beispielsweise einem Alkohol, einem alkalischen Reiniger 
^To "oder eiriem~saur1^ 'lghXhSI^"l^ue^SifgaI& der 

Firma Chemotec GmbH, Phosphors&ure und Tenside) gesaubert. Zur 
Verbesserung der Reinigung kann diese vorteilhaf terweise in einem 
Ultraschallbad vorgenommen werden. Nach der Reinigung wird der 
Trager direkt oder nach Spulung mit Wasser und/oder Alkohol Oder 

15 mit einem Alkohol/Wassergemisch getrocknet. Die hydrophobe 

Beschichtung des Tragers erfolgt beispielsweise mit einer l%igen 
Hexadecyl-trimethoxy-silanlosung in einem Ldsungsmittel wie 
Isopropanol/H 2 0 (9:1) mit Hilfe einer Stempel technik. Der Stempel 
wird kurz auf den Glasob jekttrager zum Aufbringen der l%igen 

20 Hexadecyl- trimethoxy-silanlosung gedruckt . AnschlieBend wird der 
Trager getrocknet. Vorteilhaf terweise wird der Glastrager bei 
erhohten Tempera turen, das heiBt bei Temper aturen groBer 8 0 °C, 
getrocknet. Vorzugsweise wird der Trager nach Trocknung nochmals 
zur Entfernung von uberschiissigem Hexadecyl- trimethoxy-silan 

25 gespult beispielsweise mit einer Alkohol/Wassermischung wie 
Isopropanol/H 2 0 (9:1) . 

Gegebenenf alls wird mit dieser Stempel technik eine zusatzliche 
Oberf lachenladung im Bereich der hydrophilen MeBpunkte aufge- 
30 bracht. Diese Oberf lachenladung kann beispielsweise durch das 
Aufbringen von Proteinen, sauren Oder basischen Polymeren wie 
Polylysin oder sauren oder basischen Molekulen erzeugt werden. 

zum Aufbringen von Probenmaterial und Reagenzien eignen sich alle 
35 Methoden, die Flussigkeitsmengen zwischen wenigen nl und wenigen 
Hi dosieren konnen, wie beispielsweise Techniken, die in Tinten- 
strahldruckern, sogenannte Ink- Jet-Technologie (siehe 
DE-A 40 24 544) oder in der Durchf luB-Zytometrie , in sogenannten 
Zellsortern (Horan, P.K., Wheeless, L.L., Quantitative Single 
40 Analysis and Sorting, Science 1977, 198, 149 - 157) verwendet 
werden. Die Tropf enbildung kann dabei mit piezoelektrischer 
Zertropfung (Ultraschall) , piezoelektrischer Tropf enausschleude- 
rung oder Ausschleuderung durch Verdampfung (Ink- Jet -Technik) 
erfolgen. Es konnen Systeme mit permanenter Tropf enerzeugung oder 
45 Systeme, die Tropf en auf Anforderung erzeugen, verwendet werden. 
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Mit diesen Techniken konnen einzelne Tropfchen exakt dosiert und 
gezielt auf die einzelnen hydrophilen Meflpunkte der Multi-Analy- 
sen-Oberflache des Tragers plaziert werden, indem zum Beispiel 
der Trager unter einer oder mehreren parallel angeordneten Diisen 
5 entsprechend dem Takt der dosierten Flussigkeit und entsprechend 
dem vorgegebenen Raster bewegt wird. £benso kann auch die Dosier- 
vorrichtung beispielsweise aus mindestens einer Dvise uber dem 
Trager entsprechend dem Takt der dosierten Flussigkeit und 
entsprechend dem vorgegebenen Raster bewegt werden. 

Es kdnnen mit diesen Techniken. falls erf orderlich, verschiedene 
Reagentien und/oder einzelne Zellen an die vorgegebenen Orte 
(= MeBpunkte) auf der Trageroberf lache plaziert und zur Reaktion 
gebracht werden. Von Vorteil ist, daB bei den erf indungsgemaB 

15 bevorzugten kleinen Volumina im Bereich von einigen Nanoliter bis 
zu wenigen Mikroliter eine Vermischung der Reaktanten durch 
Diffusion sehr rasch eintritt, so daB eine besondere mechanische 
Mischvorrichtung nicht notwendig ist. Es konnen auch vor der 
Zugabe von Flussigkeitstropf chen zur Durchfuhrung der eigentli- 

20 chen Analyse gewisse Liganden, z. B. Proteine oder Nucleinsauren, 
auf dem Trager in adsorbierter oder chemisch gebundener Form vor 
der Zudosierung der MeBproben und der Reagentien bereits vorlie- 



gen. 



25 Weitere Vorteile der erf indungsgemaBen Trager sind die Einsparung 
an Substanzen wie beispielsweise an zu testenden Chemikalien, an 
Enzymen, an Zellen oder sonstigen Reaktanten, an Zeit durch eine 
weitere Steigerung gegebenenf alls automatisierter paralleler 
Reaktionsansatze, an Platz- und Personalbedarf , durch eine 

30 weitere Miniaturisierung der Reaktionsansatze und dadurch letzt- 
lich auch an Geld. 

Die auf den Tragern abgelegten Tropfchen konnen auch in Form von 
Geltropfchen auf den Trager aufgebracht werden, die sich gegebe- 
35 nenfalls anschlieBend verfestigen und so die Verdunstung der 
Reaktionsf lussigkeit verringern. 

Die Verdunstung der Reaktionsf lussigkeit (siehe Nummer 3 in den 
Figuren 3 und 4) kann auch durch Oberschichtung mit einer 
40 hydrophoben Flussigkeit (siehe Nummer 4 in den Figuren 3 und 4), 
wobei die hydrophobe Beschichtung oder Beschichtungen wxe em 
Anker wirken, verringert werden (Figur 3 und 4). Bevorzugt zur 
Oberschichtung werden niedrigviskose Ole wie Silikonole verwen- 
det. 

45 
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Die Verdunstung kann auch durch Intubation der Trager in einer 
nahezu wasserdampf gescLttigten Atmosphare reduziert werden. 

Durch Kuhlung der Trager kann die Verdunstung ebenfalls reduziert 
5 werden. 

Es konnen einzelne der genannten Elemente zur Verminderung der 
Verdunstung verwendet werden Oder deren Kombinationen . 

' Xiirbi sich prinzipieTl "'fur aire 

heute in Mikrotiterplatten durchgef uhrten Analysenmethoden, wie 
beispielsweise kolorimetrische, f luorimetrische oder densitome- 
trische Mechoden. Dabei konnen die Lichtstreuung, Trubung, wel - 
lenlangenabhangige Lichtabsorption, Fluoreszenz, Lumineszenz , 
15 Raman -Streuung, ATR (= Attenuated Total Reflection), Radioaktivi- 
tat, Isotopenmarkierung, pH- Ver&nderungen oder Ionenverschiebun- 
gen vorteilhaf t alleine oder in Kombination genutzt und gemessen 
werden, um hier nur einige der moglichen MeBgroBen zu nennen. 

20 Als mogliche auf den erf indungsgemaBen Tragern durchf uhrbare 
Analysenmethoden seien hier die Bindung von Antikdrper an Anti- 
gene, die Wechselwirkung zwischen Rezeptoren und Liganden, die 
spezifische Spaltung von Substratmolekulen durch Enzyme, die 
Polymerase -Kettenreakt ion ("PCR"), Agglutina tionstests oder die 

25 Wechselwirkung zwischen verschiedenen oder gleichen Zelltypen wie 
Enzymassays, Ti trationsassays wie Virustitrationsassays, Erythro- 
zyten- oder Plattchenaggregationsassays, Agglut inationsassays mit 
Latexkugelchen, ELISA- (= Enzyme-linked immunosorbent assay) oder 
RIA- (= Radioimmunoassay) genannt. 

30 

Die erf indungsgemaBen Trager konnen beispielsweise in der Diagno- 
stic in der Wirkstof f suchf orschung, in der kombinator ischen 
Chemie, im Pf lanzenschutz , in der Toxikologie, im Umweltschutz 
beispielsweise bei cytotoxikologischen Tests, in der Medizin oder 
35 der Biochemie eingesetzt werden. 

Die erf indungsgemaBen Trager sind besonders fur das Massen- 
screening geeignet. 

40 Besonders geeignet sind die erf indungsgemaBen Trager fur alle 
modernen bilderf assenden und bildauswertenden Analysensysteme . 

Die folgenden Beispiele dienen der weiteren Verahschaulichung der 
Erfindung, ohne sie in irgendeiner Weise einzuschranken . 

45 
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Beispiel 1 

Herstellung eines erf indungsgemaBen Tragers aus einem Glasobjekt- 
trager 

5 

Zunachst wurde der Glasobjekttrager mit einer 20%igen wassngen 
Losung eines sauren Reinigers (Reacalc®, Firma Chemotec GmbH) in 
einem Ultraschalltauchbad 10 Minuten gereinigt. AnschlieBend 
wurde der Glasobjekttrager mit Wasser und danach mit absolutem 
10 Ethanol gespult und bei ca. 23 °C getrocknet. 

Mit einem Mikrostempel wurde auf dem hydrophilen Trager die 
hydrophobe Beschichtung in Form von hydrophoben Ringen (siehe 
Figur 1 bis 4) aufgebracht. Zur Aufbringung der hydrophoben 

15 schicht wurde eine l%ige Hexadecyl- trimethoxy-silanlosung in 

Isopropanol/H 2 0 (9:1) verwendet. Der in die Silanlosung getauchte 
Stempel wurde kurz - ca. 5 sec. - auf den Trager gedruckt und 
anschlieBend wurde der Trager 15 Minuten bei 100 °C getrocknet. 
Uberschussige Silanlosung wurde durch Eintauchen des Tragers fur 

20 ca. 1 Minute in Isopropanol/H 2 0 (9:1) vom Trager entfernt. Es 
wurden zwei Typen von Stempeln zum Aufbringen von 12 bzw. 25 
MeBpunkten pro Quadratzentimeter verwendet. 



25 
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Beispiel 2 

Protease- Inhibitor-Assay mit den erf indungsgemaBen Tragern 

Mit einem nach dem in Beispiel 1 beschriebenen verfahren herge- 
stellten Trager wurde ein Protease-Inhibi tor-Assay durchgef uhrt . 

in einer Kammer mit groBer 95 % relativer Luf tf euchtigkeit wurden 
mit einem Mikro-Dosiersystem von der Firma Microdrop, 
Norderstedt, auf einem wie oben beschrieben hergestellten Ob 3 ekt- 
trager 96 Proben mit jeweils 100 nl einer LOsung von Fluorescein- 
35 isothiocyanat-markiertem Casein (20 ug/ml) in 10 mM Tris/HCl-Puf - 
fer (pH 8,5) aufgebracht. Die Anordnung der Reaktionstropf chen 
erfolgte entsprechend der durch den Stempel auf gebrachten, 
hydrophoben Bereiche (= Sperrschichten) in 8 Reihen und 12 
Spalten in einem Raster von 2 x 2 mm. Die Breite der hydrophoben 
40 Ringe war jeweils 0,4 mm. 

AnschlieBend wurde je 1 nl verschiedener Protease-Inhibitoren in 
einer 1 mM Konzentration in 10 mM Tris/HCl-Puf fer (pH 8,5) mrt 
dem Microdrop-Gerat zu den Reaktionsproben zugegeben. Die Zugabe 
45 erfolgte exakt in die vorher aufgebrachte f luoreszenzmarkrerte 
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Caseinlosung . Als Kontrolle wurde ein Nanoliter 10 mM Tris/HCl- 
Puffer (pH 8,5) verwendet. 

Zum Schlufi wurden 10 nl der Protease Trypsin in einer Konzen- 
5 tration von 10 mg/ml in Tris/HCl-Puf f er (pH 8,5) zur Reaktiori 
gegeben. 

Die Reakt ions tropf chen wurden anschlieBend zur Reduktion der 
Verdunstung entweder mit Mineralol, Silikondl Oder mit Paraf - 
l'0 ~f in-6l, das mit tlem -Mi^rodrop-Dosiersystem auf gebrachf wurde , 
abgedeckt. 

Nach 30 Minuten Inkubationszei t wurde der Assay gemessen. Hierzu 
wurde von der Obj ekttragerunterseite mit Hilfe eines Invert- 
15 Fluoreszenzmikroskops mit linear polarisiertem Licht im Bereich 
von 450 bis 485 nm Fluoreszenz angeregt und im Bereich von 515 
bis 530 nm detektiert. Zur Detektion diente eine kuhlbare CCD- 
Kamera mit vorgeschal tetem motorisch drehbarem Polarisationsf il - 
ter . 



20 



25 



30 



Es wurde die Anisotropic der Polarisation der Caseinmolekule nach 
folgenden Gleichungen bestimmt: 

A - I ?e^Kre?nt " ^ar^lle! (I) 

Isenkrecht + 2 X Iparallel 

P = I 9?nHre?h^ Z hzaxallsl (II) 

Isenkrecht + Iparallel 



hierbei bedeutet: 



A die Anisotropie 

p die Polarisation 

35 Iparallel gemessene Intensitat des Fluoreszenz-Lichtes bei 

einer Polarisation parallel zur Polarisation des Anre- 

gungslichtes und 
Isenkrecht die gemessene Intensitat des Fluoreszenz-Lichtes bei 

gekreuzten Polarisationsf iltern 



40 



Die Anisotropie ist ein MaB fur die rotatorische Diffusions - 
konstante von Molekulen und kann als MaB zur Abschatzung der 
hydrodynamischen MolekulgroBen eingesetzt werden (G. Weber, 
Biochemie, Vol. 51, 1952, 145 - 155). 



45 
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Wurde das Fluorescein-isothiocyanat-markier te Protein von der 
Protease gespalten, so wurde eine Polarisation im Bereich von 50 
bis 75 x 10 -3 gemessen. Wurde die Protease Trypsin inhibiert, so 
wurde eine Polarisation groBer 150 x 10' 3 gemessen. 

Zur parallelen Auswertung aller 96 Reaktionsansatze wurde mit 
einem Objektiv aus einer Stereo-Lupe das gesamte MeBfeld mit den 
96 MeBpunkten gleichzeitig erfafit und mit einem Bi ldverarbei - 
tungsprogramm ausgewertet, 

Beispiel 3 

Protease-Inhibitor-Assay mit 1536 parallelen MeBpunkten 

15 Es wurde ein Trypsin- Inhibi torassay wie unter Beispiel 2 

beschrieben mit 1536 parallelen MeBpunkten auf der Grdfie einer 
Mikrotiterplatte (siehe Figur 2) durchgef uhr t . 
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Patentanspruche 

1. Fester Trager fur analytische MeBverf ahren, der im wesentli- 
5 chen aufgebaut ist aus einem inerten festen Tragermaterial, 

auf dem hydrophile MeBbereiche, die gegebenenf alls mit einer 
Oberf lachenladung versehen sind, durch mindestens eine hydro- 
phobe Beschichtung yoneinander getrennt sind, wobei auf dem 
Tr&ger groBer oder gleich 10 MeBpunkte pro cm 2 aufgebracht 
lO --sind. 

2. Fester Trager nach Anspruch 1, dadurch gekennzeichnet , daB 
die hydrophilen MeBbereiche durch mindestens eine durchge- 
hende hydrophobe Beschichtung voneinander getrennt sind. 

15 

3. Fester Tr&ger nach Anspruch 1, dadurch gekennzeichnet, daB 
die auf dem Trager auf gebrachten hydrophilen MeBbereiche 
durch unterbrochene hydrophobe Bereiche voneinander getrennt 
sind. 

Trager nach den Anspriichen 1 bis 3, dadurch gekennzeichnet, 
daB man als Tragermaterial Glas, Keramik, Quarz, Metall, 
Stein, Kunststoff, Gummi, Silicium oder Porzellan verwendet. 

25 5. Trager nach den Anspriichen 1 bis 4, dadurch gekennzeichnet, 
daB man ein transparentes Tragermaterial ausgewahlt aus der 
Gruppe Glas, Quarz, Silicium oder Kunststoff verwendet. 

6. Verfahren zur Herstellung eines Tragers gemaB den Anspruchen 
.30 1 bis 5/ dadurch gekennzeichnet, daB man den Trager mit min- 

destens einer hydrophoben Beschichtung versieht una die hy- 
drophilen MeBbereiche mittels Mikroli thographie - , Photoatz-, 
Mikrodruck- oder Mikrostempeltechnik aufbringt. 



20 



35 7. Verfahren zur Herstellung eines Tragers gemaB den Anspriichen 
1 bis 5, dadurch gekennzeichnet, dafi man einen hydrophilen 
oder hydrophilisierten Trager mittels Mikroli thographie- , 
Photoatz-, Mikrodruck- oder Mikrostempeltechnik in der Weise 
mit mindestens einer hydrophoben Beschichtung versieht, daB 

40 voneinander getrennte hydrophile MeBbereiche entstehen. 

8. Verfahren zur Herstellung eines Tragers nach Anspruch 6 oder 
7, dadurch gekennzeichnet, daB man in den hydrophilen MeBbe- 
reichen des Tragers zusatzlich eine Oberf lachenladung auf - 
45 bringt. 
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9. Analytisches MeBverf ahren, dadurch gekennzeichnet , daB man 
auf einem Trager gemaB den Anspruchen 1 bis 5 flussige Analy- 
senproben, die gegebenenf alls rait einer hydrophoben Schicht 
abgedeckt werden konnen, in den hydrophilen Meflbereichen auf - 

5 bringt und analysiert. 

10. Analytisches Mefiverf ahren nach Anspruch 9, dadurch gekenn- 
zeichnet, daB man die analytische Messung in nahezu wasser- 
dampf gesattigter Atmosphare durchfuhrt. 

10 

11. Analytisches MeBverf ahren nach Anspruch 9 Oder 10, dadurch 
gekennzeichnet, dafl man die analytische Messung unter Kuhlung 
des TrSgers durchfuhrt. 

15 12. Verwendung eines Tragers gemaB den Anspruchen 1 bis 5 in der 
Diagnostik, in der wirkstof f suchf orschung, in der kombinato - 
rischen Chemie, im Pf lanzenschutz , in der Toxikologie oder im 
Umweltschutzbereich . 

20 
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